Introduction
============

Vitamin E is a generic term used to designate eight different molecules: α-, β-, γ- and δ-tocopherol and α-, β-, γ- and δ-tocotrienol^(^ [@B01] ^)^. Of these, α-tocopherol is the only isomer related to the vitamin E nutritional requirement. The naturally occurring form of the vitamin is RRR-α-tocopherol^(^ [@B01] ^,^ [@B02] ^)^. Vitamin E is considered one of the best biological antioxidants because of the protection it offers to plasmatic membranes and low density lipoproteins against oxidation and lipid peroxidation reactions^(^ [@B03] ^)^.

Oxidative stress can cause excessive production of reactive oxygen species and/or lead to deficiencies in antioxidant protection systems. This situation is considered to be a contributing factor to the pathophysiologic condition of many disorders. Free radicals are produced by normal metabolic processes and it is believed that their concentrations increase during periods of accentuated metabolic activity, such as pregnancy and birth^(^ [@B04] ^)^.

Towards the end of pregnancy, the vitamin E concentration in fetal tissues increases as adipose tissues are built up, since they store around 90% of the vitamin. Newborn infants born preterm have scant adipose tissue and so they have limited vitamin E reserves, making them more susceptible to deficiencies of this micronutrient compared with full term newborns^(^ [@B05] ^)^. According to Debier *et al^(^* [@B06] ^)^, newborn infants are more susceptible to oxidative damage than adults. Breastmilk plays an important role in protecting against oxidative stress, because it contains antioxidant molecules, including the tocopherols, and it is especially important for preterms since it can prevent retinopathy^(^ [@B07] ^,^ [@B08] ^)^.

A study conducted in Spain^(^ [@B09] ^)^ found that very low weight neonates had higher hydroperoxide levels than a control group. This observation is linked to the increased degree of oxidative damage suffered by these babies, since hydroperoxides indicate the degree of oxidative stress suffered by erythrocytes. Furthermore, Baydas *et al^(10)^*demonstrated that premature newborn infants and full-term low birth weight infants had lower serum α-tocopherol than a control group.

Breastmilk is the only source of vitamin E that newborns on exclusive breastfeeding have. Research has concluded that the concentration of this micronutrient in breastmilk may be influenced by several different variables, including stage of lactation and gestational age^(^ [@B11] ^,^ [@B12] ^)^. Studies that have compared the concentration of α-tocopherol in colostrum from mothers of full term and premature neonates have reported conflicting results. Some found that mothers recently-delivered of full term infants had significantly higher α-tocopherol levels in colostrum^(^ [@B12] ^)^, but others found no association between gestational age and these levels^(^ [@B13] ^,^ [@B14] ^)^. A previous study conducted at our center found no significant relationship between α-tocopherol in colostrum and birth weight^(^ [@B15] ^)^.

There is evidence that preterm and/or very low weight neonates suffer increased oxidative stress and have lower levels of antioxidants such as vitamin E^(^ [@B09] ^,^ [@B16] ^,^ [@B17] ^)^. In view of this, the relationships between gestational age and birth weight and colostrum α-tocopherol concentration needs to be investigated, in order to verify whether there are certain characteristics that can be identified as being linked with risk of vitamin E deficiency in newborn infants. This study investigated the influence of neonates\' gestational age and birth weight on the concentration α-tocopherol in their mothers\' colostrum milk.

Methods
=======

This was a cross-sectional study that collected samples of colostrum milk from 93 women seen at the Januário Cicco teaching maternity hospital in Natal, Rio Grande do Norte, Brazil, after prior approval by the Research Ethics Committee at the Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Newborn infants were classified by gestational age and birth weight. Their mothers were enrolled while still in the maternity ward if they did not meet any of the following exclusion criteria: maternal complications (diabetes, hypertension, cancer, liver disease, infectious diseases, gastrointestinal tract diseases, heart disease, syphilis, HIV infection, among others); fetal malformation; multiple births; vitamin supplementation during pregnancy or postpartum vitamin A \"megadose\" supplementation, because this comprises 200,000UI of retinyl palmitate combined with 49.4mg of all-rac-α-tocopherol.

Sample size was calculated using Statcalc (Epi-Info, version 3.5.3). According to public health statistics for Natal, the city has a 7.9% rate of premature live births^(^ [@B18] ^)^. Since the maternity hospital at which the study was conducted hosts an average of 200 births per month, a sample of 90 recently-delivered mothers was needed to ensure a 95% confidence level. Samples were collected between January and September of 2010.

The study sample comprised 93 recently-delivered mothers who volunteered after explanation of the study objectives, signing free and informed consent forms.

Data on infant characteristics were taken from medical records. The sample of newborn infants was classified by gestational age, with those born at less than 37 weeks defined as preterm and those born at 37 to 42 weeks as full term^(^ [@B19] ^)^. Newborn infants were also classified by birth weight as follows: low birth weight (LBW): \<2500g; normal birth weight: \>2500g and \<4000g; and macrosomia: \>4000g^(^ [@B20] ^)^.

On the first and second days after delivery, 2mL of colostrum was taken in the morning after an overnight fast of 8 to 12 hours. The samples were extracted by manual expression of just one breast at the start and end of a feed.

The colostrum samples were pooled to avoid major variations in vitamin levels. The samples were stored at -20°C in a nitrogen atmosphere until lipid extraction and α-tocopherol analysis.

The α-tocopherol extraction technique was adapted from a method described by Ortega *et al^(^* [@B21] ^)^. For one 500µL aliquot of colostrum, 500µL of 95% ethanol (Merck^(r)^, Rahway, NJ, USA), was used to precipitate proteins and then 2mL of hexane (Merck^(r))^ was used to extract lipids. Next the samples were mixed for 1 minute and then centrifuged for 10 minutes, after which the hexane extract was transferred to a new tube. This process was conducted twice, making 4mL of extract, from which a 2mL aliquot was drawn and evaporated in a nitrogen atmosphere in a 37°C water bath. For analysis, the dry extract was dissolved in 250µL of HPLC grade absolute ethanol (Merck^(r)^, Rahway, NJ, USA) and 20µL taken for analysis in the High Performance Liquid Chromatograph.

The concentration of α-tocopherol in samples was then determined using a chromatograph (Shimadzu Corporation^(r)^, Kyoto, Japan). The system comprises an LC-20 AT Shimadzu pump connected to a SPD-20A Shimadzu UV-VIS Detector, with a Shim-pack CLC-ODS (M) 4.6mm x 15cm column and a computer running the LC solution program (Shimadzu Corporation^(r)^, Kyoto, Japan) to process the data. The mobile phase used for α-tocopherol analysis was methanol (chromatography grade) and water MiliQ^(r)^(97:3), in an isocratic system with a 1.5mL/min flow rate. The wavelength chosen to monitor absorption was 292nm, and retention time of 8.2 minutes was obtained.

Alpha-tocopherol was identified and quantified in samples by comparing the area of the chromatographic profile with the area for standard α-tocopherol (Sigma^(r)^, St. Louis, MO, USA). The concentration of the standard was confirmed against the specific extinction coefficient in absolute ethanol for α-tocopherol (ε 1%, 1cm=75.8 to 292nm)^(^ [@B22] ^)^.

Statistical analysis was performed using the open source statistical software R, version 2.15. The results for α-tocopherol concentrations in colostrum were expressed as means with standard deviations. Numerical variables were shown not to be normal, by the Kolmogorov-Smirnov test, characterizing the samples as parametric.

The preterm and full term subsets were compared for the response variable α-tocopherol concentration in colostrum using analysis of variance (ANOVA), with Tukey\'s post hoc test. This statistical treatment evaluated both the main effects of gestational age and birth weight on α-tocopherol concentration in colostrum and the interaction between the two variables. Differences were considered significant when *p*\<0.05.

Results
=======

Twenty-two neonates were defined as preterm and 71 were defined as full term. Half (50%) of the preterm neonates also had low birth weight and none of them had macrosomia. Just 7.0% of the full term neonates had low birth weight and 8.5% had macrosomia ([Table 1](#t01){ref-type="table"}). Overall, 16 of the 93 newborn infants had low birth weight, 71 had normal birth weights and six were abnormally heavy. Mean birth weight for the preterm subset was 2560±710g and mean full term birth weight was 3260±500g (*p*\<0.001).

Table 1Characteristics of the sample of newborn infants from the Januário Cicco teaching maternity hospital, by birth weight and gestational age, 2010

Mean α-tocopherol concentration in colostrum for the whole sample (n=93) was 1,147.6±582.9µg/dL. Mean concentration of α-tocopherol in colostrum from breastfeeding mothers whose children were born full term was 1,093.6±532.4µg/dL; and the mean for mothers of preterm newborn infants was 1,321.6±708.5µg/dL (*p*\>0.05) ([Figure 1](#f01){ref-type="fig"}).

Figure 1α-tocopherol concentration in colostrum of breastfeeding mothers, by gestational age of infants. There was no statistically significant difference between the full term and preterm groups according to Student\'s t test (p\>0.05)

When α-tocopherol concentration was further broken down by birth weight, it was found that mean α-tocopherol concentration in the colostrum of breastfeeding mothers whose children were born preterm and with low weight was 1,316.0±790.7µg/dL; and that mothers whose children were preterm but born with normal weight had a mean concentration of 1327.2±655.0µg/dL, with no significant difference between them (*p*\>0.05) ([Figure 2](#f02){ref-type="fig"}). The colostrum of women whose children were in the full term group and were born with macrosomia had a mean α-tocopherol concentration of 1,821.0±575.4µg/dL, which was higher than for women with full term children born at low weight, with a concentration of 869.5±532.1µg/dL (*p*\<0.05), and higher than for mothers of full term children born at normal weight, whose concentration was 1,039.6±477.5 (*p*\<0.05) ([Figure 2](#f02){ref-type="fig"}).

Figure 2α-tocopherol concentration in colostrum of breastfeeding mothers, by birth weight and gestational age

Thus, ANOVA indicated a main effect from the variable birth weight (*F*=5.81; *p*\<0.05). However, gestational age did not exhibit a main effect (*F*=2.87; *p*\>0.05), and there was no statistically significant interaction between gestational age and birth weight (F=0.21; *p*\>0.05).

Discussion
==========

Some studies have found that macrosomic, premature and/or low weight newborn infants have lower vitamin E concentrations in plasma or the umbilical cord^(^ [@B17] ^,^ [@B23] ^-^ [@B25] ^)^. It is therefore essential that infants in these groups that could be at risk of deficiency receive their intake of this micronutrient in breastmilk in order to protect them from oxygen toxicity and to stimulate immune system development^(^ [@B26] ^)^.

The mechanisms by which α-tocopherol is transported to the mammary gland are not well understood, but there is consensus that the colostrum-secretion cells increase α-tocopherol uptake at the end of pregnancy, during labor and at the start of lactation. Schweigert^(^ [@B27] ^)^ studied transport of liposoluble vitamins and lipids in cows and suggested that cholesterol and vitamin E may be transferred to colostrum by a secretory cell transport system that is specific to LDL.

Considering that colostrum is an exclusively breastfed infant\'s sole source of nutrients, it is important to determine the concentration of vitamin E in breastmilk. The mean α-tocopherol concentration in the colostrum of the breastfeeding mothers studied here was in line with the results of studies of similar populations, such as a study by Dimenstein *et al^(^* [@B28] ^)^ who reported a figure of 1,155±811µg/dL and a study by Garcia *et al^(^* [@B29] ^)^ who reported an α-tocopherol concentration of 1,206±859µg/dL.

When results were broken down by gestational age, it was found that the α-tocopherol concentration in the colostrum of recently-delivered mothers whose babies were born prematurely was similar to the results of similar studies undertaken in Germany(1,450µg/dL)^(^ [@B13] ^)^ and Spain (from 1,292.1 to 1,722.8µg/dL)^(^ [@B12] ^)^. However, our result is higher than the mean concentration observed in a study in China (777.84µg/dL)^(^ [@B14] ^)^. The mean α-tocopherol concentration in colostrum from mothers of full term infants observed here was similar to the result from a German population (1,140µg/dL)^(^ [@B13] ^)^, higher than the concentration found in a Chinese population (741.67µg/dL)^(^ [@B14] ^)^ and lower than the concentration observed in colostrum from a Spanish population (from 2,153.5 to 2,584.2µg/dL)^(^ [@B12] ^)^.

When α-tocopherol concentration in colostrum from mothers of full term infants was compared with the concentration in colostrum from mothers of preterms there was no statistical difference. Similar results have been published by Haug *et al^(^* [@B13] ^)^ and Zheng *et al^(^* [@B14] ^)^. Only the Spanish study found a significant difference between their full term and preterm groups, with higher α-tocopherol concentrations in colostrum from mothers whose children were born full term(2,154 to 2,584µg/dL) compared with mothers of preterm infants(1,292 to 1,723µg/dL). It should be pointed out, however, that only 30 women were enrolled on the Spanish study, 15 with full term and 15 with preterm infants^(^ [@B12] ^)^.

It has been shown that the plasma lipoprotein profile changes during colostrum formation, with the observation that the LDL fraction transports around 20% of lipids 4 weeks before birth but just 4% at the time of birth^(^ [@B27] ^)^. On the basis of this evidence, it has been hypothesized that the imminence of birth causes biochemical changes to lipoproteins irrespective of the duration of gestation.

It is therefore assumed that recently-delivered mothers whose gestations lasted less than 37 weeks and/or who gave birth to low weight infants have a similar biochemical pattern of α-tocopherol transport to the mammary glands to that of mothers whose children were born full-term and/or with normal birth weight, which may be explained by an accelerated physiological adaptation, in response to the imminence of birth. This would explain the absence of significant differences in α-tocopherol concentrations between subsets divided by gestational age and also after further subdivision by birth weight and gestational age (into low birth weight and normal birth weight subsets).

However, α-tocopherol concentration was significantly higher in the colostrum of breastfeeding mothers whose children were born full-term and macrosomic than in the normal and low birth weight subsets of the full-term group ([Figure 2](#f02){ref-type="fig"}), which contrasts with the results of a study conducted in the same city as this one (Natal), in which birth weight had no influence on vitamin levels^(^ [@B15] ^)^.

Studies of the kinetics and metabolism of RRR-α-tocopherol have found that 99% of the average quantity of this compound that is estimated to exist in the human body is contained in adipose tissues. High rates of α-tocopherol transfer between adipose tissue and plasma lipoproteins were also observed^(^ [@B30] ^)^. On this basis, it is supposed that when the body\'s α-tocopherol stocks are high there will be a higher concentrations of vitamins in lipoproteins, which in turn may be related to increased transfer of α-tocopherol to the mammary glands, mediated by lipoproteins.

The fact that both this metabolic condition and excess weight gain either before or during pregnancy are linked with macrosomia^(^ [@B31] ^)^, suggests that the increased α-tocopherol concentrations in the colostrum of recently-delivered mothers whose children were born macrosomic is the result of their greater accumulation of adipose tissue which in turn leads to increased maternal stocks of the vitamin and, as a consequence, to greater availability to the mammary glands. Further studies should be conducted to test for an association between gestational body mass index and the concentrations of α-tocopherol in colostrum and breastmilk and for a relationship between gestational weight gain and vitamin E concentrations.

In view of the findings of this study, it is believed that the colostrum received by these newborn infants may be more beneficial in terms of nutritional vitamin E intake. This micronutrient is essential for macrosomic newborns who may be more susceptible to deficiency of the vitamin because of lower plasma α-tocopherol concentrations and impaired antioxidant capacity, considering the enzymatic mechanisms involved^(^ [@B22] ^,^ [@B32] ^)^. The authors of a study of newborn infants with macrosomia that was conducted in Algeria concluded that excess weight is potentially a factor that increases oxidative stress^(^ [@B32] ^)^.

The vitamin E content of human milk can affect the biochemical status of this vitamin in breastfed babies^(^ [@B33] ^)^. Newborn infants with macrosomia therefore benefit more in terms of vitamin E transfer when fed on their own mothers\' milk, since they are potentially at risk of increased oxidative stress^(^ [@B32] ^)^.

Certain elements of this study could be considered limitations, including the lack of an assessment of maternal nutritional status, by means of serum α-tocopherol assay, and the lack of a dietary assessment of the breastfeeding mothers enrolled on the study.

Studies such as this one that investigate the influence of neonatal characteristics on α-tocopherol in colostrum are important to delineate subsets at risk of vitamin E deficiency, considering the vitamin supply provided to newborn infants in breastmilk, and to widen understanding of the influence that factors such as gestational age have on the adaptive capacity of mechanisms that transfer α-tocopherol to the mammary glands.
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Influência da prematuridade e do peso ao nascer sobre a concentração de α-tocoferol no leite colostro

OBJETIVO:
=========

Avaliar os níveis de vitamina E no leite materno, analisando-se a influência da prematuridade e do peso ao nascer na concentração de α-tocoferol no colostro.

MÉTODOS:
========

Estudo transversal, com coleta de leite colostro de 93 mulheres atendidas em uma maternidade pública do Rio Grande do Norte. Os recém-nascidos foram classificados com base na idade gestacional e no peso ao nascer. O α-tocoferol no leite foi determinado por cromatografia líquida de alto desempenho.

RESULTADOS:
===========

A concentração de α-tocoferol no colostro de lactantes cujos filhos nasceram a termo foi de 1.093,6±532,4µg/dL; no caso de rec*ém-*nascidos pré-termo, a concentração foi de 1.321,6±708,5µg/dL (*p*=0,109). No grupo pré-termo, as mulheres com neonatos de baixo peso e de peso adequado apresentaram valores de α-tocoferol de 1.316,0±790,7 e 1.327,2±655,0µg/dL (*p*=0,971), respectivamente. No grupo a termo, houve valores maiores de α-tocoferol em mulheres com crianças de peso ao nascer \>4000g (1.821,0±575,4µg/dL), em comparação a 869,5±532,1µg/dL e 1.039,6±477,5µg/dL com baixo peso e peso adequado, respectivamente (*p*\>0,05).

CONCLUSÕES:
===========

Apesar de apresentar tendência de aumento em relação ao grupo a termo, a prematuridade não influenciou o α-tocoferol no colostro. Lactantes que tiveram recém-nascidos a termo com macrossomia apresentaram níveis aumentados de α-tocoferol. Esses resultados indicam que o peso ao nascer pode influenciar o α-tocoferol do colostro.
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Introdução
==========

Vitamina E é o termo genérico utilizado para designar oito diferentes moléculas: α-, β-, γ- e δ-tocoferol e α-, β-, γ- e δ-tocotrienol^(^ [@B01] ^)^. Dentre elas, o α-tocoferol é o único isômero relacionado à requisição nutricional de vitamina E. A forma de ocorrência natural dessa vitamina é o RRR-α-tocoferol^(^ [@B01] ^,^ [@B02] ^)^. A vitamina E é considerada um dos melhores antioxidantes biológicos, devido à proteção oferecida à membrana plasmática e às lipoproteínas de baixa densidade contra as reações de oxidação e peroxidação lipídica^(^ [@B03] ^)^.

O estresse oxidativo pode resultar da produção excessiva de espécies reativas de oxigênio e/ou da deficiência nos sistemas de proteção antioxidante. Esse quadro pode contribuir para a fisiopatologia de numerosas desordens. Radicais livres são produzidos por meio de processos metabólicos normais e considera-se que seus níveis aumentam com a acentuação da atividade metabólica, como a que ocorre durante a gestação e o parto^(^ [@B04] ^)^.

A concentração de vitamina E nos tecidos fetais aumenta no final da gestação em decorrência do aumento do tecido adiposo, que armazena cerca de 90% dessa vitamina. Nos recém-nascidos prematuros, esses tecidos são escassos. Portanto, as reservas de vitamina E são limitadas, havendo maior suscetibilidade à deficiência do micronutriente em comparação aos recém-nascidos a termo^(^ [@B05] ^)^. Segundo Debier *et al^(^* [@B06] ^)^, os neonatos são mais suscetíveis ao dano oxidativo quando comparados aos adultos. O leite materno tem um importante papel na proteção contra o estresse oxidativo, pois contém moléculas antioxidantes, como os tocoferóis, especialmente importantes para os prematuros, prevenindo a retinopatia nesse grupo^(^ [@B07] ^,^ [@B08] ^)^.

Em estudo conduzido na Espanha^(^ [@B09] ^)^, verificou-se que os níveis de hidroperóxidos em neonatos de muito baixo peso foram maiores em comparação ao grupo controle. Essa observação relaciona-se a um maior grau de dano oxidativo nesses bebês, pois os hidroperóxidos indicam o grau de estresse oxidativo em eritrócitos. Além disso, Baydas *et al^(^* [@B10] ^)^ demonstraram que prematuros, bem como os nascidos a termo de baixo peso, possuem níveis séricos de α-tocoferol inferiores ao grupo controle.

O leite materno é a única fonte de vitamina E para o recém-nascido em aleitamento exclusivo. Pesquisas concluíram que a concentração desse micronutriente pode ser influenciada por diferentes variáveis, como o estágio da lactação e a idade gestacional^(^ [@B11] ^,^ [@B12] ^)^. Estudos sobre a vitamina E têm resultados conflitantes quanto à concentração de α-tocoferol no colostro de mães de neonatos a termo, comparados a prematuros. Alguns mostraram que as puérperas com filhos a termo possuem níveis significativamente maiores de α-tocoferol no colostro^(^ [@B12] ^)^ e outros não verificaram associação da idade gestacional com esses níveis^(^ [@B13] ^,^ [@B14] ^)^. Quanto à relação entre os níveis de α-tocoferol no colostro e o peso ao nascer, não se notaram diferenças significativas em uma pesquisa realizada em nosso meio^(^ [@B15] ^)^.

Evidências apontam que neonatos pré-termo e/ou de muito baixo peso apresentam maior estresse oxidativo e menores níveis de antioxidantes, como a vitamina E^(^ [@B09] ^,^ [@B16] ^,^ [@B17] ^)^. Diante disso, a relação da idade gestacional e do peso ao nascer com os níveis de α-tocoferol no colostro deve ser avaliada, a fim de se verificar a existência de características que possam ser consideradas de risco para o desenvolvimento da deficiência em vitamina E em recém-nascidos. Este trabalho verificou a influência da idade gestacional e do peso ao nascer sobre a concentração de α-tocoferol no leite colostro de puérperas atendidas em uma maternidade pública.

Método
======

Estudo transversal, com coleta de leite colostro de 93 mulheres atendidas na Maternidade Escola Januário Cicco (MEJC), em Natal, Rio Grande do Norte, após aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Os recém-nascidos foram classificados com base na idade gestacional e no peso ao nascer. As puérperas internadas na MEJC foram submetidas aos critérios de triagem definidos para este estudo. Obteve-se a amostra a partir dos seguintes critérios de exclusão: existência de complicações maternas (diabetes, hipertensão, neoplasias, doenças hepáticas, infecciosas e do trato gastrintestinal, cardiopatias, sífilis, infecção pelo vírus HIV, entre outras); malformação fetal; conceptos múltiplos; uso de suplementos vitamínicos contendo vitamina E durante a gestação e suplementação com megadose de vitamina A no pós-parto, pois esta é composta de 200.000UI de retinol palmitato associadas a 49,4mg de all-rac-alfa-tocoferol.

Calculou- se o tamanho da amostra pelo *software*Statcalc (Epi-Info, version 3.5.3). De acordo com as informações de saúde do município de Natal, a porcentagem de nascidos vivos prematuros é de 7,9%^(^ [@B18] ^)^. Considerando-se que a maternidade onde se realizou o trabalho apresenta uma média de 200 partos por mês, estimou-se um tamanho amostral de 90 puérperas para atingir um nível de confiança de 95%. A coleta das amostras foi realizada no período de janeiro a setembro de 2010.

O grupo de estudo foi composto de 93 puérperas voluntárias, que foram esclarecidas quanto aos objetivos da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Os dados sobre as características do neonato foram obtidos do prontuário. Classificou-se o grupo total de recém-nascidos de acordo com a idade gestacional, considerando-se como pré-termo os que nasceram com menos de 37 semanas e a termo os que nasceram entre a 37^a^ e 42^a^semana^(^ [@B19] ^)^. Os recém-nascidos foram classificados de acordo com o peso ao nascer em: baixo peso (BP), se peso inferior a 2500g; adequados, se peso entre 2500g e 4000g; e macrossômicos, se acima de 4000g^(^ [@B20] ^)^.

A partir do primeiro dia pós-parto, durante dois dias consecutivos, coletaram-se 2mL de colostro no período da manhã, após jejum noturno de oito a 12 horas. A obtenção dessas amostras foi realizada por meio da expressão manual de uma única mama, no início e no fim da mamada.

A partir das duas amostras de colostro obtidas, constituiu-se um *pool*, a fim de evitar grandes variações dos níveis da vitamina. Essas amostras foram armazenadas a -20°C, sob atmosfera de nitrogênio, para posterior extração lipídica e análise do α-tocoferol.

A técnica de extração para α-tocoferol foi adaptada de Ortega *et al^(^* [@B21] ^)^. Para uma alíquota de 500µL de colostro, utilizaram-se 500µL de etanol a 95% (Merck^(r)^, Rahway, NJ, USA) para precipitação proteica e 2mL de hexano (Merck^(r))^, para extração dos lipídios. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas por um minuto e centrifugadas durante dez minutos, após os quais transferiu-se o extrato hexânico para outro tubo. Realizou-se essa etapa duas vezes, totalizando 4mL do extrato, do qual retirou-se uma alíquota de 2mL para evaporação sob atmosfera de nitrogênio, em banho-maria, a 37°C. No momento da análise, o extrato seco foi dissolvido em 250µL de etanol absoluto grau CLAE (Merck^(r)^, Rahway, NJ, USA) e 20µL aplicados no aparelho de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE).

A concentração de α-tocoferol nas amostras foi determinada em cromatógrafo (Shimadzu Corporation^(r)^, Kyoto, Japan). O equipamento é constituído de bomba LC-20 AT Shimadzu, acoplada a um Detector SPD-20A Shimadzu UV-VIS, Coluna Shim-pack CLC-ODS (M) 4,6mmx15cm e computador com programa LC solution (Shimadzu Corporation^(r)^, Kyoto, Japan) para processar os dados. A fase móvel utilizada para a análise de α-tocoferol foi metanol (grau para cromatografia) e água MiliQ^(r)^(97:3), em sistema isocrático com fluxo de 1,5mL/min. O comprimento de onda adotado para monitorar a absorbância foi de 292nm, obtendo-se um tempo de retenção de 8,2 minutos.

A identificação e a quantificação do α-tocoferol nas amostras foram realizadas pela comparação da área obtida no perfil cromatográfico com a área do padrão de α-tocoferol (Sigma^(r)^, St. Louis, MO, USA). Confirmou-se a concentração do padrão pelo coeficiente de extinção específico em etanol absoluto para α-tocoferol (ε 1%, 1cm=75,8 a 292nm)^(^ [@B22] ^)^.

Para a análise estatística, utilizou-se o *software* livre estatístico R, versão 2.15. Os dados da concentração de α-tocoferol no colostro foram expressos em média e desvio-padrão. Verificou-se a normalidade das variáveis numéricas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, cujo resultado caracterizou as amostras como paramétricas.

Para comparar os subgrupos pré-termo e a termo, considerou-se a concentração de α-tocoferol no colostro como variável-resposta e aplicou-se o teste de análise de variância (ANOVA), com teste post-hoc de Tuckey. Esse tratamento estatístico avaliou o efeito principal idade gestacional e peso ao nascer sobre a concentração de α-tocoferol no colostro, bem como a interação entre essas variáveis. As diferenças foram consideradas significativas quando *p*\<0,05.

Resultados
==========

Classificaram-se 22 neonatos como pré-termo e 71 como a termo. No grupo de neonatos pré-termo, 50% apresentavam baixo peso e não se encontraram crianças com macrossomia. Já no grupo dos neonatos a termo, apenas 7,0% possuíam baixo peso e 8,5%, macrossomia ([Tabela 1](#t02){ref-type="table"}). Dos 93 recém-nascidos, 16 possuíam baixo peso, 71 apresentavam peso adequado ao nascer e seis nasceram com macrossomia. A média de peso do grupo pré-termo foi de 2560±710g e a do grupo a termo, de 3260±500g (*p*\<0,001).

Tabela 1Caracterização da amostra de recém-nascidos atendidos na Maternidade Escola Januário Cicco, de acordo com o peso ao nascer, em função da idade gestacional do neonato, 2010

A concentração média de α-tocoferol no colostro do grupo total (n=93) foi de 1.147,6±582,9µg/dL. A concentração média de α-tocoferol no colostro de lactantes cujos filhos nasceram a termo foi de 1.093,6±532,4µg/dL; no caso dos recém-nascidos pré-termo, a média foi de 1.321,6±708,5µg/dL (*p*\>0,05) ([Figura 1](#f03){ref-type="fig"}).

Figura 1Concentracao de α-tocoferol no colostro de lactantes, de acordo com a idade gestacional do neonato. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos a termo e pre-termo, sendo p\>0,05 (teste t de Student)

Ao se avaliar a concentração de α-tocoferol de acordo com o peso ao nascer, verificou-se que, no grupo pré-termo, a concentração média de α-tocoferol no colostro de lactantes cujos filhos nasceram com baixo peso foi de 1.316,0±790,7µg/dL; no grupo das mães que tiveram filhos com peso adequado ao nascer, a média foi de 1327,2±655,0µg/dL, não havendo diferença significativa entre eles ([Figura 2](#f04){ref-type="fig"}). No grupo a termo, a concentração de α-tocoferol no colostro de mulheres cujos filhos nasceram com macrossomia foi de 1.821,0±575,4*µg/*dL, sendo superior à daquelas com filhos de baixo peso, que tiveram concentração de 869,5±532,1µg/dL (*p*\<0,05), e peso adequado ao nascer, cuja concentração correspondeu a 1.039,6±477,5 (*p*\<0,05) ([Figura 2](#f04){ref-type="fig"}).

Figura 2Concentracao de α-tocoferol no colostro de lactantes, de acordo com o peso ao nascer, em funcao da idade gestacional do neonato

Assim, na ANOVA, verificou-se efeito principal da variável peso ao nascer (*F*=5,81; *p*\<0,05). Entretanto, não se observou efeito principal da idade gestacional (*F*=2,87; *p*\>0,05) e n*ão*houve interação da idade gestacional em relação ao peso ao nascer (F=0,21; *p*\>0,05).

Discussão
=========

Alguns estudos verificaram que recém-nascidos macrossômicos, prematuros e/ou com baixo peso possuem menor concentração de vitamina E plasmática ou no cordão umbilical^(^ [@B17] ^,^ [@B23] ^-^ [@B25] ^)^. Especialmente para esses grupos, que podem estar em risco de deficiência, a ingestão do micronutriente através do leite materno é essencial para supri-los com uma defesa contra a toxicidade do oxigênio e para estimular o desenvolvimento do sistema imunológico^(^ [@B26] ^)^.

Os mecanismos de transferência do α-tocoferol para a glândula mamária não estão bem elucidados, embora seja consensual que, no final da gestação, durante o parto e no início da lactação, ocorra maior captação de α-tocoferol pelas células secretoras do colostro. Em estudo sobre a transferência de vitaminas lipossolúveis e lipídeos em vacas, Schweigert^(^ [@B27] ^)^ sugere que a transferência de colesterol e vitamina E para o colostro pode ocorrer por um sistema de transporte específico para LDL nas células secretoras.

Considerando-se o colostro como única fonte de nutrientes para o neonato em aleitamento materno exclusivo, *é importante* verificar a concentração de vitamina E no leite. O valor*médio* de α-tocoferol verificado no colostro das lactantes deste estudo foi condizente com aqueles obtidos em pesquisas com população semelhante, como os estudos realizados por Dimenstein *et al^(^* [@B28] ^)^, cujo valor obtido foi de 1.155±811µg/dL, e por Garcia *et al^(^* [@B29] ^)^, cuja concentração de α-tocoferol obtida foi de 1.206±859µg/dL.

Após a distribuição do grupo total com base na idade gestacional, verificou-se que a concentração de α-tocoferol no colostro de puérperas cujos bebês nasceram prematuros aproximou-se do valor encontrado em estudos semelhantes conduzidos na Alemanha (1.450µg/dL)^(^ [@B13] ^)^ e na Espanha (entre 1.292 e 1.723*µg/*dL)^(^ [@B12] ^)^. Entretanto, essa concentração *é superior à média obtida na China (778µg/*dL)^(^ [@B14] ^)^. Já a concentração de α-tocoferol encontrada no colostro de mães de recém-nascidos a termo foi semelhante à média obtida em população alemã (1.140µg/dL)^(^ [@B13] ^)^, superior à concentração em população chinesa (742,µg/dL)^(^ [@B14] ^)^ e inferior *à* obtida em estudo espanhol (entre 2.154 e 2.584µg/dL)^(^ [@B12] ^)^.

Ao se comparar a concentração de α-tocoferol no colostro a termo e pré-termo, não houve diferença estatística entre os grupos. Resultados semelhantes foram encontrados por Haug *et al^(^* [@B13] ^)^ e Zheng *et al^(^* [@B14] ^)^. Apenas na Espanha houve diferença significativa entre os grupos a termo e pré-termo: a concentração de α-tocoferol foi superior no colostro de mães cujos filhos nasceram a termo (2.154 a 2.584µg/dL) em comparação ao grupo pré-termo (1.292 a 1.723*µg/*dL). Apesar de tal diverg*ência* com os achados deste trabalho, deve-se considerar que apenas 30 mulheres participaram do estudo espanhol, sendo 15 a termo e 15 pré-termo^(^ [@B12] ^)^.

Demonstrou-se que, durante a formação do colostro, ocorrem alterações no padrão das lipoproteínas plasmáticas, observando-se que a fração LDL transporta cerca de 20% dos lipídeos quatro semanas antes do parto e somente 4% no momento do parto^(^ [@B27] ^)^. A partir dessa evidência, surge a hipótese de que a iminência do parto promove as alterações bioquímicas das lipoproteínas, independentemente da duração da gestação.

Assim, supõe-se que puérperas com duração da gestação inferior a 37 semanas e/ou que tiveram filhos com baixo peso possuem padrões bioquímicos de transferência do α-tocoferol para a glândula mamária similares aos das*mães que tiveram filhos a termo e/ou com peso adequado* ao nascer, o que pode se justificar por uma adaptação fisiológica rápida, decorrente da iminência do parto. Dessa forma, explica-se a inexistência de diferença significativa entre a concentração de α-tocoferol no colostro dos grupos divididos de acordo com a idade gestacional e após a categorização do peso ao nascer em função da idade gestacional (para os subgrupos com baixo peso e peso adequado ao nascer).

A concentração de α-tocoferol no colostro de lactantes cujos filhos nasceram a termo e macrossômicos foi significativamente superior aos nascidos a termo com peso adequado ou com baixo peso ([Figura 2](#f04){ref-type="fig"}), o que está em desacordo com o encontrado com outro estudo realizado em Natal,RN, no qual se verificou que o peso ao nascer não influenciava os níveis de vitaminas^(^ [@B15] ^)^.

Ao estudar a cinética e o metabolismo do RRR-α-tocoferol, observa-se que seu conteúdo no tecido adiposo corresponde a 99% do total médio estimado para esse composto no organismo humano. Além disso, notaram-se altas taxas de transferência de α-tocoferol entre o tecido adiposo e as lipoproteínas plasmáticas^(^ [@B30] ^)^. Dessa forma, supõe-se que as elevadas reservas corporais de α-tocoferol implicam em maiores níveis vitamínicos nas lipoproteínas, o que pode se relacionar com a maior transferência de α-tocoferol para a glândula mamária, mediada por lipoproteínas.

Considerando-se a ocorrência dessa condição metabólica e que o excesso de peso pré-gestacional ou ganho excessivo de peso durante a gestação está envolvido com a macrossomia^(^ [@B31] ^)^, sugere-se que o aumento na concentração de α-tocoferol no colostro de puérperas cujos filhos nasceram macrossômicos seja decorrente de maior acúmulo de tecido adiposo, resultando em maiores reservas corporais maternas dessa vitamina e, consequentemente, em maior disponibilidade à glândula mamária. Outras pesquisas devem ser conduzidas para verificar a existência de associação entre o índice de massa corpórea gestacional e os níveis de α-tocoferol no colostro e no leite materno, bem como a existência de relação entre o ganho de peso na gestação e essa concentração vitamínica.

De acordo com os achados desse trabalho, considera-se que o colostro ofertado aos recém-nascidos pode apresentar benefícios quanto ao suporte nutricional em vitamina E. Esse micronutriente é essencial para o recém-nascido com macrossomia, o qual pode ser mais suscetível à deficiência dessa vitamina, devido às menores concentrações plasmáticas de α-tocoferol e à redução da capacidade antioxidante, considerando-se os mecanismos enzimáticos^(^ [@B22] ^,^ [@B32] ^)^. Em um trabalho realizado na Argélia, com recém-nascidos que apresentavam macrossomia, os autores concluíram que o excesso de peso pode ser um fator potencial de aumento do estresse oxidativo no organismo^(^ [@B32] ^)^.

O conteúdo de vitamina E no leite humano pode influenciar o estado bioquímico dessa vitamina nos bebês em aleitamento^(^ [@B33] ^)^. Assim, os recém-nascidos com macrossomia podem obter maiores benefícios quanto à transferência de vitamina E, se alimentados com o leite da própria mãe, uma vez que estão em risco potencial para aumento do estresse oxidativo^(^ [@B32] ^)^.

Os aspectos considerados como limitações deste estudo foram a falta de abordagem acerca do estado nutricional materno, por meio da determinação do α-tocoferol s*érico*, e a ausência de avaliação dietética das lactantes envolvidas no estudo.

Trabalhos como este, que avaliem a influência das características do neonato sobre os níveis de α-tocoferol no colostro, são importantes para definir grupos de riscos de deficiência em vitamina E, considerando-se o aporte vitamínico oferecido aos recém-nascidos por meio do aleitamento materno e para compreender melhor a influência de fatores como a idade gestacional sobre a capacidade de adaptação dos mecanismos de transferência do α-tocoferol para a glândula mamária.

[^1]: Conflito de interesse: nada a declarar
